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［摘 要］ 目的 通过体外观测和体内实验探讨自聚肽 RAD16-Ⅱ对 Ephrin-b2 /Fc 重组蛋白的控制释放效应及其免
疫原性，解决心肌梗死蛋白质治疗中裸露的蛋白质在机体有效作用时间短且易被降解的问题。方法 体外观测
RAD16-Ⅱ的塑型及对 Ephrin-b2 /Fc 重组蛋白的控制释放; 构建 SD 大鼠心肌梗死模型，将存活大鼠分为 2 组分别予心
肌内注射 Ephrin-b2 /Fc 蛋白( E 组，n =25) 和自聚肽 Ephrin-b2 /Fc 蛋白凝胶( ES 组，n = 25) ，在设定的时间点( 1 h，3
h，24 h，7 d，14 d) 各收集心肌组织和血清样本 5 个，分别用免疫荧光和免疫印迹技术检测 eprhin-b2 蛋白驻留和丢失
情况; 皮下注射 RAD16-Ⅱ，5 W 后 ELISA 法检测血清抗体滴度，评估 RAD16-Ⅱ的免疫原性。结果 RAD16-Ⅱ在 PBS 中
可自我聚合组装成纳米纤维网状结构; 这种结构在体外可使 Ephrin-b2 /Fc 重组蛋白的释放持续 144 h，其中超过 50%
量在 120 h 内释放; 免疫荧光显示除注射后 1 h 外，Ephrin-b2 /Fc 蛋白在 ES 组的驻留量明显高于同期的 E 组( P ＜
0. 05) ; 免疫印迹显示注射早期，ES 组 Ephrin-b2 /Fc 蛋白的血液释入量明显少于同期的 E 组( P ＜0. 05) ; ELISA 法检测
血清抗 RAD16-Ⅱ抗体效价与阴性对照组无显著差异。结论 RAD16-Ⅱ可明显地延缓 Ephrin-b2 /Fc 重组蛋白的释放，
是承载 Ephrin-b2 /Fc 蛋白用于心肌梗死治疗和缺血性研究的较为可靠和安全的生物载体材料。
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［ABSTRACT］ Aim To explore the controlled release effect of the recombinant Ephrin-b2 /Fc chimera from self as-
sembling peptide of RAD16-Ⅱ and the immunogenicity of RAD16-Ⅱ． Take RAD16-Ⅱas a delivery vehicle to prevent
the ungroomed Ephrin-b2 /Fc protein from being degraded in vivo and increase therapeutic effect． Methods The
moulding of the oligopeptide was observed by macroscopy and microscopy． The releasing effect was assayed by releasing
curve obtained from test in vitro． In vivo，Sprague-Dawley rats were prepared to acute myocardial infarction models by
ligation of the left anterior descending branch． The survival rats were divided into 2 groups and separately intra myocardi-
ally injected recombinant Ephrin-b2 /Fc proteins ( E group，n = 25 ) and sapeptide- Ephrin-b2 /Fc protein complex ( ES
group，n = 25) ． At set time( 1 h，3 h，24 h，7 d，14 d) ，the samples of the myocardial tissue and sera were collected and
respectively used for immunofluorescence and westernblot to determine the remaining or losing of the protein． RAD16-Ⅱ
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solution was administrated through subcutaneous injection． 5 weeks later，the titer of anti-sapeptide in serum was assayed
by ELISA． Results It is observed that RAD16-Ⅱsolution can self-assemble into nanofibers which fabricate net struc-
ture in condition of PBS． Within net structure，the releasing duration of chimeric Ephrin-b2 /Fc lasted up to 144 h and
more than 50% mass was released in 120 h． As shown in immunofluorescence，the retention duration of the chimeric pro-
tein in ES group was significantly longer than that in E group at the same time( P ＜ 0. 05) ． And westernbolt also demon-
strated the amount of protein releasly into blood in ES group was less significant than that in E group( P ＜ 0. 05) ． The ti-
ter of the antibody was not significantly different from RAD16-Ⅱ administration to negative control group，which showed
that RAD16-Ⅱ would not trigger immune response． Conclusion RAD16-Ⅱ oligopeptide can postpone the release of
chimeric Ephrin-b2 /Fc both in vivo and in vitro． It is a relatively reliable and safe biomaterial delivery vehicle of Ephrin-















( self-assembling-peptide，SAP ) RAD16-Ⅱ ( 序 列
AcN-RARADADARARADADA -CNH2) 包被 Ephrin-
b2 /Fc 重组蛋白，探讨 RAD16-Ⅱ对大分子的“牵制”
特性，以及 Ephrin-b2 /Fc 在心肌梗死后心肌组织内




自聚肽 RAD16-Ⅱ ( 上海吉尔生化) ，大鼠重组
Ephrin-b2 /Fc 嵌合体蛋白 ( 北京义翘神州) ，Alexa
Fluor  488 Mouse Anti-Human IgG1，Horseradish
peroxidase conjugate mouse anti-human IgG1 ( 美 国
Life Technologies) ，BCA 蛋白浓度测定试剂盒( 增强
型) ( 上海碧云天) ，UV-visible spectrophotometer( 美
国 Thermo Scientific) ，小动物呼吸机 ( 江西特力) ，
Fluorchem E Western blot 化学发光与凝胶成像仪
( 美 国 cell biosciences ) ，Microplate Reader ( 美 国





分别为 0. 01 g /mL 和 1 mg /mL 的自聚肽中性红染
液( NS)。以 1 mg /mL 中性红染液( N) 作对照。取
2 个 10 cm 培养皿，各盛 0. 1 mol /L PBS 10 mL，静置
后于同等高度条件分别滴入上述中性红染液 ( N




1. 3 Ephrin-b2 /Fc 蛋白 + 自聚肽缓释支架的构建
将自聚肽和 Ephrin-b2 /Fc 冻干粉按比例分别溶
解于 0. 29 mol /L 蔗糖溶液，再将 2 种溶液等体积充
分混匀，最终制成 100 μg /mL Ephrin-b2 /Fc 蛋白 +
0. 01 g /mL 自聚肽水凝胶缓释支架( ES 凝胶)。
1. 4 体外释放实验
模拟 Ephrin-b2 /Fc 蛋白的体内释放过程，先吸
取 ES 蛋白凝胶 100 μL 于 1. 5 mL 的 eppendorf 管
底，后将 100 μL 0. 1 mol /L PBS 轻缓地覆盖其上，
37℃恒温箱孵育，在既设时间点( 0. 5 h，2 h，4 h，24
h，48 h……) 吸取其上 PBS 并予等量补充。以分子
量相近的牛血清白蛋白 ( BSA，66 kDa; Ephrin-b2 /
Fc，60 ～ 65 kDa) 1 mg /mL + 0. 01 g /mL 自聚肽水凝
胶( BSA 自聚肽凝胶) 为对比，每组设 3 个 eppendorf
管行独立实验。BCA 法检测蛋白浓度，酶标仪 570
nm 工作波长测定光密度 ( OD) 并换算出上清 PBS
中的蛋白量。以释放率公式计算并绘制释放曲线。
释放率 = Mt /M0 × 100%




取 12 周龄清洁级近交系雄性 SD 大鼠 50 只构
建心肌梗死模型，质量 250 ± 25 g，由中国科学院上
099 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler，Vol 23，No 10，2015
海实验动物中心提供，许可证号: SCXK ( 闽) 2007-
0002。0. 1 g /mL 水合氯醛腹腔麻醉( 0. 4 mL /100g)
大鼠，气管插管，连通呼吸机正压通气，潮气量 15
mL，呼吸频率 60 次 /分。常规消毒，铺巾，于胸骨左




min 后，将存活的大鼠随机分为: Ephrin-b2 /Fc 组
( E 组，n = 25 ) ，Ephrin-b2 /Fc + SAP 组 ( ES 组，n =
25) ，以结扎线为标志，在梗死周边区选取注射位点
4 个 /只，分别注射 100 μg /mL Ephrin-b2 /Fc 重组蛋
白及 100 μg /mL Ephrin-b2 /Fc 蛋白 + 0. 01g /mL 自
聚肽水凝胶( ES 凝胶) ，每个位点注射 25 μL。
1. 6 免疫荧光
大鼠心肌梗死术后 1 h，3 h，24 h，7 d，14 d 每组
各随机选取 5 只，麻醉开胸抽尽心脏血液后取下心
脏，PBS 冲洗，纱布拭干，横切心脏 ( 1 ～ 1. 5 mm 厚
度) ，用 OCT 包埋有注射位点的心肌组织，液氮速冻
后，－ 80℃储存。心肌组织行冰冻切片切至 5 μm
厚度，室温下风干 15 min，冷丙酮脱水固定 10 min，
0. 3% Triton X-100 溶液 4 ℃通透 10 min，体积分数
10%的山羊血清室温封闭 30 min，PBS 冲洗。因所
购买蛋白质产品系 Ephrin-b2 /Fc 与人 IgG1 的 Fc 段
重组后的蛋白，为避免大鼠自身 Ephrin-b2 /Fc 蛋白
表达影响检测结果，故选用抗人 IgG1 Fc 段 Alexa
Fluor 488 标记抗体。加入此荧光抗体 4℃避光孵育
过夜，PBS 冲洗，DAPI 染细胞核 4 min，冲洗风干，抗
荧光淬灭封片剂封片。设置统一曝光时间和荧光
激发强度等参数，每只选取 4 处进行荧光显微镜下
观测 并 拍 照。 image pro plus 6. 0 软 件 测 量 光 密
度值。
1. 7 免疫印迹
大鼠心肌梗死术后 1 h，3 h，24 h，7 d，14 d 每组
各随机选取 5 只，适量麻醉后开胸，用肝素钠真空管
于右心房近中心静脉处抽取血液≥5 mL，2 000 r /
min 离 心 10 min，吸 取 上 清-80℃ 冰 箱 冻 存 备 用。
BCA 法测定蛋白浓度并定量，煮沸变性、上样、电
泳、转膜。含 5%脱脂牛奶的 TBS-T 封闭 1 h，4℃摇
床孵育一抗过夜。TBS-T 清洗 3 次，室温孵育二抗 1
h ，TBS-T 清洗，ECL 浸泡后显影，WB 成像显影系统
分析结果。洗膜后以 β-actin 抗体检测校正结果。
采用 Photoshop CS5. 0 分析光密度值。
1. 8 自聚肽的免疫原性检测
取成年 SD 大鼠 10 只，随机分为 SAP 组和对照
组，每组 5 只。于 SAP 组大鼠肢端皮下注射自聚肽
溶液( 10 mg /mL) 100 μL，4 周后补充注射自聚肽溶





采用 Grappad Prism5. 0 统计软件进行统计学处
理，所有数据均用 x ± s 表示，多组间比较采用双因








的 NS 组( 图 1) 。光学显微镜下( 400 × ) 可见滴入
PBS 30 min 后的 NS 组中央未被稀释部分塑型成功的
自聚肽，呈层叠状或纤维膜状结构，其中红色部分为
中性红染色的 SAP，黑色部分为孔隙( 图 1) 。
图 1． 自聚肽 RAD16-Ⅱ的扩散与聚合塑型 左图: N( 上图) 与 NS( 下图) 滴入 PBS 后不同时间点形态的肉眼观察，“N”为 N 组，“NS”
为 NS 组，从左到右依次为滴入后 10 s、1 min、4 min 和 30 min; 右图: NS 组( 左图 NS 30 min) 中央自聚肽塑型的光镜观察( × 400)
Figure 1． Diffusion and moulding of RAD16-Ⅱ
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2. 2 体外缓释实验
ES 凝胶内 Ephrin-b2 /Fc 蛋白与 BSA 自聚肽凝
胶内 BSA 蛋白释放速率均先快后慢。其中 Ephrin-
b2 /Fc 蛋白的释放在 144 h 达到平台期，在观查时
间内释放量超过总量的 50% ; BSA 的释放在 96 h
达到平台期，在观查时间内释放量不足总量的 50%
( 图 2 ) 。与维持 BSA 释放相比，RAD16-Ⅱ可维持
Ephrin-b2 /Fc 更多量、更长时间的有效释放。
图 2． 自聚肽内 Ephrin-b2 /Fc 和 BSA 不同时间点的释放率
( x ± s，n = 3)
Figure 2． Release rate of Ephrin-b2 /Fc and BSA in RAD16-
Ⅱ( x ± s，n = 3)
2. 3 免疫荧光
荧光显微镜下观察，E 组心肌组织的荧光信号
分散，ES 组心肌组织荧光信号分布较为集中 ( 图
3) 。统计学分析显示，注射后 1 h，ES 组与 E 组平
均光密度未见明显差异( P ＞ 0． 05 ) ，注射后 3 h 到
14 d 各采集时间点，ES 组平均光密度均大于同时期
E 组平均光密度( 注射后 3 h、24 h、7 d，P ＜ 0． 001;
注射后 14 d，P ＜ 0． 05; 图 3) 。表明在缺血心肌组织




注射后 1 h，3 h，ES 组血清中 Ephrin-b2 /Fc 蛋
白量均低于同一时期 E 组( P ＜ 0． 001 ) ，ES 组蛋白
流失入血量低于 E 组。注射后 24 h，E 组血清中
Ephrin-b2 /Fc 蛋白量低于 ES 组( P ＜ 0． 001; 图 4 ) ，
结合心肌切片免疫荧光( 图 3 ) 分析，该现象系由 E




大鼠肢端皮下注射自聚肽 RAD16-Ⅱ 5 周后，
收集血清，ELISA 法检测抗寡肽抗体 IgG 效价。在
各个血清稀释度 ( 1 ∶ 100; 1 ∶ 500; 1 ∶ 1000 ) 条件下，
SAP 组与对照组相比，OD450值差异均无显著性［P ＞
0． 05，其中 P ( 1 ∶ 100 ) = 0． 47，P ( 1 ∶ 500 ) = 0． 29，P




图 3． 免疫荧光法检测两组大鼠不同时间点心肌组织 Eph-
rin-b2 /Fc 的驻留情况 上图: E 组大鼠( 左图) 与 ES 组大鼠
( 右图) 不同时间点心肌组织的荧光显微镜观察( × 200 ) ，从上到下
依次为注射后 1 h、3 h、24 h、7 d 和14 d。下图: 两组大鼠不同时间点
心肌组织内 Ephrin-b2 /Fc 驻留的统计分析( x ± s，n = 5 ) ; a 为 P ＜
0. 001，与 E 组同一时间点比较; b 为 P ＜ 0． 05，与 E 组同一时间点
比较。
Figure 3． Detection of Ephrin-b2 /Fc from myocardia
by immunofluorescence
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图 4． Western blot 检测两组大鼠不同时间点血清中 Eph-
rin-b2 /Fc 蛋白含量( x ± s，n =5) 1、2、3、4、5 依次为注射后
1 h、3 h、24 h、7 d 和 14 d。a 为 P ＜ 0． 001，与 E 组同一时间点比较。
Figure 4． Detection of Ephrin-b2 /Fc from sera by Western
blot( x ± s，n = 5)
图 5． ELISA 法检测大鼠对自聚肽的免疫应答( x ± s，n = 5)
1∶ 100、1∶ 500、1∶ 1000 依次表示血清稀释度为 1∶ 100、1∶ 500、1∶ 1000。
在各个血清稀释度条件下，SAP 组与同一稀释度对照组相比，P ＞
0． 05。






































时直接将重组 Ephrin-b2 /Fc 蛋白包裹其中，可确保
蛋白以精确的浓度掺入凝胶并均匀分布，目前为止
可能是最常用的掺入药物的方法［11-13］。在体外缓








如果两者的等电点( PI) 落在 7． 4 两侧且相距较远，
那么在 pH =7． 4 条件下，治疗蛋白会因静电引力被
“牵制”于自聚肽中，从而产生缓慢释放的效应。以
上两点可能是自聚肽内 Ephrin-b2 /Fc 蛋白与 BSA
释放率产生差异的原因。总之，该实验表明，与维
持 BSA 释放相比，RAD16-Ⅱ可维持 Ephrin-b2 /Fc 更
多量、更充分、更长时间的有效释放。与承载 BSA
相比，自聚肽 RAD16-Ⅱ更适合承载 Ephrin-b2 /Fc 蛋
白的缓慢持续释放。心肌组织免疫荧光检测显示，
自聚肽承载的 Ephrin-b2 /Fc 蛋白注射入心肌梗死大
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本实验首次将自聚肽 RAD16-Ⅱ与 Ephrin-b2 /
Fc 蛋白结合用于心肌梗死模型内给药，探讨 Ephrin-
b2 /Fc 蛋白-自聚肽缓释支架中的 Ephrin-b2 /Fc 在
心肌梗死后心肌组织内的释放和流失情况，为将
RAD16-Ⅱ作为 Ephrin-b2 /Fc 蛋白的体内给药并具
有缓释效果的运送载体提供了实验依据。
总之，自聚肽 RAD16-Ⅱ塑型简单，构建蛋白缓
释支架容易，对 Ephrin-b2 /Fc 蛋白缓释效果较佳，且
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